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La deficiencia de hierro es un problema de salud pública, la principal causa de anemia y la 
deficiencia nutricional más prevalente a nivel mundial.  
A pesar de que el hierro se encuentra en cantidades muy pequeñas dentro del organismo participa 
como cofactor en numerosos procesos biológicos indispensables para la vida, tales como el 
transporte de oxígeno, fosforilación oxidativa, metabolismo de neurotransmisores y la síntesis de 
ácido desoxirribonucleico. 
Las propiedades químicas del hierro, lo convierte en un peligro potencial, ya que bajo 
condiciones aerobias fácilmente puede catalizar la formación de especies reactivas de oxígeno. 
Cuando el aumento en contenido intracelular de especies reactivas de oxígeno sobrepasa las 
defensas antioxidantes de la célula se produce el estrés oxidativo, situación a través de la cual se 
induce daño a moléculas biológicas como lípidos, proteínas y ácidos nucleicos. Ante esta 
situación la línea de defensa antioxidante efectiva es realizada mediante la acción enzimática de 
la superóxido dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa. Enzimas antioxidantes como catalasa y 
la peroxidasa, requieren como cofactor al hierro del grupo hemo y al no encontrarse suficiente 
cantidad de hierro para formar las cantidades necesarias de tales enzimas, sugerimos que se da un 
incremento en el daño a biomoléculas tales como lípidos y proteínas ya que no se puede 
contrarrestar el estrés oxidativo. Un punto a tomar en cuenta en nuestro estudio es que los 
requerimientos de hierro en el organismo dependen de la etapa del desarrollo, siendo en la niñez 
cuando hay mayor demanda. Además, los cambios se dan gradualmente hasta que comienza la 
diferenciación sexual y las hembras comienzan a tener alta demanda de este metal; a su vez, la 
edad está relacionada con la síntesis de hormonas, puesto que influyen en la expresión de 
proteínas regulatorias de este oligoelemento. Hasta la fecha, no hay reportes que indiquen el 
efecto de la deficiencia de hierro sobre el estrés oxidativo entre hembras y machos de diferentes 
grupos etáreos. Por tal motivo, el presente proyecto nos permitirá investigar en el modelo murino 
de rata Wistar deficiente de hierro las diferencias en los niveles de estrés oxidativo entre hembras 
y machos según el grupo etáreo en rata; equivalente a niñez, pubertad, adolescencia y adultez 
temprana en humanos. 
 





Iron deficiency (ID) is a public health problem, the main cause of anemia and the most prevalent 
nutritional deficiency worldwide. Although iron is found in very small amounts in the body, it 
participates like a cofactor in many biological processes essential for life, such as oxygen 
transport, oxidative phosphorylation, metabolism of neurotransmitters and deoxyribonucleic acid 
synthesis. 
The chemical properties of iron, makes it a potential hazard because under aerobic conditions can 
easily catalyze the production of reactive oxygen species (ROS). When the intracellular content 
of ROS exceeds the antioxidant defenses, it produces oxidative stress which induces damage to 
biological molecules such as lipids, proteins and nucleic acids. In this situation the antioxidant 
defense is performed by the activity of superoxide dismutase, catalase and glutathione 
peroxidase. Specifically for catalase and peroxidasa, iron is required as cofactor on group heme, 
so if there is not enough iron to form the necessary amounts of these enzymes, we suggest that 
there is an increase in damage to biomolecules such as lipids and proteins and as a consequence is 
impossible to counteract the oxidative stress. 
 A point to consider in our study is that the requirements of iron in the body depend on the stage 
of development, still in childhood when there is greater demand. In addition, changes occur 
gradually until it begins sexual differentiation and the females begin to have high demand for this 
metal, in turn, is age-related hormone synthesis, since influence the expression of regulatory 
proteins of this trace. To date, there are no reports indicating the effect of iron deficiency on 
oxidative stress between males and females of different age groups. For this reason, this project 
will allow us to investigate in rat model of ID Wistar rat differences in oxidative stress levels 
between males and females by age group rat, equivalent to childhood, puberty, adolescence and 









































2.1. Importancia del hierro 
 
El hierro (Fe) es un elemento que se encuentra en los metales de transición ocupando el 
lugar 26 (1), posee la capacidad de donar y aceptar electrones, motivo por el cual participa en 
procesos bioquímicos, mediante reacciones oxido-reducción, tales como la respiración celular a 
través de los citocromos, enzimas que contienen Fe en su cadena estructural básica (2, 3). 
También lo encontramos en el transporte de oxígeno debido a su unión con la proteína 
hemoglobina a nivel sistémico y a la mioglobina en músculo (4) como se observa en la Tabla 1.                                                                                                                                            
Participa en la síntesis de ADN ya que es cofactor de la enzima ribonucleótido reductasa, 
así como de las enzimas antioxidantes peroxidasa y catalasa, en la formación de eritrocitos,  
proliferación celular y transporte de electrones (4). Es vital para el desarrollo cerebral ya que 
participa en la mielinización, metabolismo energético glíal y síntesis de neurotransmisores como 
serotonina, dopamina, epinefrina y ácido gamma aminobutírico (GABA) (2, 3, 5-9). 





  y en menor medida Fe
4+
. A pH fisiológico, mientras el Fe
2+
 precipita como polímero 
oxihidroxido, Fe
2+
 es soluble. Por otro lado el Fe
2+
 es inestable en medio acuoso y tiende a 
reaccionar con oxigeno molecular para formar Fe
2+
 y superóxido (1). 
Alrededor del 65% del Fe se encuentra unido a hemoglobina, 10 % es constituyente de la 
mioglobina, citocromos y enzimas que contienen Fe y cerca del 25% está unido a proteínas de 
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Tabla 1. Ejemplos de proteínas funcionales que contienen Fe en el organismo ( 75 Kg) (10). 
Proteína conteniendo Fe Función Localización Contenido 
de Fe(mg) 
Proteínas Hemo 
Hemoglobina          
Mioglobina 
 






3000      
400 
Enzimas Hemo 
Citocromos (Cit) a, b, c 
 
Cit C oxidasa 
Cit P450+b5 
Dcytb                              
Catalasa                 
Peroxidasa   
Mieloperoxidasa            




Transferencia de electrones Transferencia de 
electrones a oxígeno molecular al final de la 
cadena respiratoria (también requiere Cu) 
Función mixta de oxidasas microsomales  
Fase I de biotransformación de Xenobióticos                         
Ferrireductasa (enterocitos duodenales)  
Descomposición de H2O2        
Descomposición de O2
-2                 
Neutrófilos                                             
Sulfitos a sulfatos                          
Metabolismo de la Piridina 






Enzimas no-hemo    
Ribonucleótido reductasa 
Ribonucleotidos →2´-
deoxiribonucleótido                              




(Proteínas Fe-S ) 




Aldehído oxidasa         




Prolil hidroxilasa            
Lysil hidroxilasa 
 
Ciclo del ácido cítrico y fases iniciales de la 
fosforilación oxidativa 
 
Aldehídos a ácidos carboxílicos       
Hipoxantina-ácido úrico 
Catecolaminas, neurotransmisores y síntesis 
de mielina 
 
Síntesis de colágeno, ambas dependen de 
ácido ascórbico. 
  




2.2. Curso temporal del hierro en el organismo 
 
El Fe de los alimentos se encuentra básicamente en dos formas: hemo 
(protoporfirina+Fe
2+
) y no hemo (Fe
3+
). Para la absorción digestiva de Fe no-hemo, es preciso 
que éste se encuentre en la forma ferrosa Fe
2+
, para lo cual utiliza el transportador de metales 
divalentes 1 (DMT1) presente en enterocitos duodenales. El Fe
2+
 se transforma en Fe
3+
 por la 
acción de la proteína citocromo B dependiente de ascorbato (Dcyt B) mientras que la absorción 
del Fe hemo es mediada por la proteína transportadora de hemo (HCP1) (2) (Fig. 1). 
 
 
Figura 1 . Esquema general de la distribución del hierro (4). 




Una vez dentro de los enterocitos el hierro Fe
2+
 es oxidado a Fe
3+
 mediante la 
ceruloplasmina, proteína con capacidad ferroxidasa; de esta manera el Fe
3+ 
se une a la proteína 
transferrina (Tf), la cual se encarga de distribuir al metal a nivel sistémico por todo el organismo 
(6, 10, 11). Si no es así entonces el Fe
+2
 se almacena mediante la unión con la ferritina y 
hemosiderina dentro del sistema retículo endotelial del parénquima hepático, bazo y médula ósea 
(3, 6).  
La excreción o pérdida de Fe se efectúa principalmente por medio del recambio de células 
epiteliales intestinales y de piel, por el sudor, las heces (en parte procedente de la bilis), la orina y 
en mujeres, durante el sangrado menstrual (12).  
 
2.3. Hierro y estrés oxidativo 
 
La eficiencia del hierro Fe
3+
 para ceder electrones y la del Fe
2+
 para aceptarlos, es una 
propiedad fundamental para muchas reacciones bioquímicas del organismo, sin embargo, ésta 
característica lo convierte también en un peligro potencial, ya que bajo condiciones aerobias 
fácilmente puede catalizar la formación de especies reactivas de oxígeno (2,6).  
La toxicidad del hierro se basa en las reacciones de Fenton y Haber-Weiss, donde 
pequeñas cantidades del mineral son suficientes para formar radicales hidroxilo (OH
•
) a partir de 
superóxido (O2•) y peróxido de hidrógeno (H2O2), conocidos como reactivos intermediarios de 
oxígeno (13), los cuales forman radicales libres (3). 
Fe
+3
 + O2•– « Fe
+2
 + O2  
Fe
+2
 + H2O2 → Fe
+3
 + •OH + OH- (Reacción de Fenton ) 
La reacción general de los pasos combinados se llama reacción de Haber- Weiss  





Siendo subsecuentes las siguientes reacciones 
•OH + H2O2 → H2O + H+ + O2
•–
 
•OH + Fe+2 → Fe+3 + OH- 
LOOH + Fe
+2
 →Fe+3 + LO– + •OH 




Los radicales libres son moléculas que poseen un electrón desapareado en su último nivel 
energético, lo que les permite reaccionar con un elevado número de moléculas de todo tipo, 
primero oxidándolas y después atacando su estructura a través de isomerías (8)(14). Las especies 
reactivas de oxigeno (15) son un término global que incluye  tanto formas reducidas como no 
reducidas de oxígeno y peróxido de hidrógeno (H2O2) (16). 
 
Tabla 2. Especies Reactivas de Oxígeno (ERO) producidas en el organismo (18). 

















Peroxido de hidrógeno H2O2 




Ácido hipobromoso HOBr 
 
 
Cuando el aumento del contenido intracelular de EROs sobrepasa las defensas 
antioxidantes de la célula se produce el estrés oxidativo, reacciones a través de las cuales se 
induce daño a moléculas biológicas como lípidos, proteínas y ácidos nucléicos (17). 
 
El estrés oxidativo se presenta en diversos estados patológicos en los cuales se altera la 
funcionalidad celular, contribuyendo o retroalimentando el desarrollo de enfermedades 
degenerativas como la aterioesclerosis, cardiomiopatías, enfermedades neurodegenerativas y 
cáncer (10, 17). 
 
Los biomarcadores de estrés oxidativo se miden mediante la determinación de 
subproductos del ataque oxidativo a lípidos, oxidación protéica y daño a ADN. Para minimizar 
este daño, la célula cuenta con sistemas de defensa frente a las EROs para neutralizar los 
radicales libres, mediante enzimas antioxidantes (3).  




La primer línea de defensa antioxidante intracelular funciona eliminando O2
•–
 y H2O2 
antes de que interactúen para formar el OH
•
. Los mecanismos de inactivación de las EROs 
incluyen etapas sucesivas. El proceso se inicia con la dismutación, reacción en la que el mismo 
elemento actúa como agente oxidante y reductor,  donde el anión superóxido (O2
•–
) reacciona 
para formar peróxido de hidrógeno (H2O2) bajo la influencia de la enzima superóxido dismutasa 
(SOD). Posteriormente la enzima catalasa (CAT) o glutatión peroxidasa (GPX) reduce H2O2 a O2 
y H2O (16) (Fig 2).  
 
 
Figura 2. Mecanismo de producción y neutralización de especies reactivas de oxígeno (17). 
 
La SOD pertenece al grupo de las metaloenzimas que catalizan la conversión de aniones 
superóxido reactivos (O2
•–
) para originar H2O2. Las SODs se encuentran presentes en todos los 
organismos aeróbios por lo que se considera fundamental en la ruta antioxidante. Además la 
velocidad de SOD para catalizar el O2
•–
  dismutado, cerca de limitar la inadecuada función, la 
hace una de las enzimas más activas (18).  
La CAT es una enzima que se encuentra en la hemantia, facilita la remoción de H2O2 y es 
metabolizado a O2 y H2O. Estas enzimas se localizan en los peroxisomas de la mayoría de las 
células involucradas en el metabolismo de los ácidos grasos mientras que las peroxidasas reducen 
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una variedad de peróxidos a sus correspondientes alcoholes (19). La GPX cataliza el 
metabolismo de H2O2 en agua, involucrando una concomitante oxidación de GSH reducido a su 
forma oxidada (GSSG). La GPX es considerada importante en la protección de membranas a 
daño debido a lipoperoxidación, cuya función radica en la terminación de la cadena de 
propagación de radicales por reducción rápida para generar radicales opuestos (18). 
La segunda línea de defensa antioxidante extracelular está integrada por compuestos 
liposolubles obtenidos de la dieta como los α-tocoferoles, β-carotenos, ubiquinona y coenzima Q; 
mientras que los antioxidantes intracelulares son generalmente sistemas protéicos y compuestos 
hidrosolubles  como ácido ascórbico, ácido úrico y bilirrubina (16, 17). 
Las membranas fosfolipídicas de los organismos aerobios son continuamente sujetas a 
oxidación por fuentes endógenas y exógenas, mientras que las membranas peroxidadas y los 
productos de peroxidación lipídica representan un constante riesgo para las células (20, 21). 
El proceso de peroxidación lipídica se compone de una cadena de reacciones,  de 
iniciación, elongación, especialmente sobre los ácidos grasos poliinsaturados, que son muy 
sensibles a las reacciones de oxidación  por ERO debido a los enlaces dobles que posee  (1,(22) . 
Y la terminación de la lipoperoxidación se da como resultado de interacciones de radicales 
lipídicos y/o la formación de especies no-radicales por los radicales peroxil-lipídico. El LOOH 
resultante puede ser fácilmente descompuesto en varias especies reactivas incluídas radicales 
alcoxil  lipído (LO), aldehídos (malondialdehido, HOCO-CH2-CH), alcanos, epóxidos lipídicos y 
alcoholes. La mayoría de estos son productos tóxicos y mutagénicos activos (23, 24). 
El daño oxidativo también puede llegar a afectar a  proteínas de membrana, este tipo de 
reacciones dan como resultado rompimiento de las cadenas laterales de los aminoácidos, así 
como rompimiento de péptidos, contribuyendo a la adición de grupos carbonilo (1). 
La oxidación de las proteínas es una de las principales consecuencias del estrés oxidativo 
y conduce a cambios conformacionales que pueden interferir en su función, producir su 
fragmentación química  o incrementar la susceptibilidad al ataque proteolítico por los 
proteosomas (25). 
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2.4. Relación deficiencia de hierro-estrés oxidativo 
 
Existe gran controversia sobre la susceptibilidad de células a la peroxidación lipídica en la 
anemia por deficiencia de hierro. Por un lado, hay teorías que afirman que la deficiencia de hierro 
no sólo afecta la producción de hemoglobina, sino que también afecta la producción de otras 
proteínas que contienen Fe
2+
, tales como citocromos, mioglobina, catalasas y peroxidasas (6,7). 
 
La reacción del Fe
2+
 con las unidades sulfhidrilo de las enzimas producen sistemas 
estables como es el R-S-Fe
2+
-S-R. Este sistema modifica la estructura enzimática y altera su 
función, afectando la salud y supervivencia de los organismos (26). Este sistema experimenta 
ciclos de óxido-reducción favoreciendo la producción de EROs.  Además, algunos estudios han 
demostrado que el Fe daña a las enzimas antioxidantes como la glutatión peroxidasa y la catalasa 
ya que requieren Fe unido a grupos hemo como cofactor. (27).  
 
Se ha indicado que el debilitamiento del sistema de defensa antioxidante, reduce la 
inmunidad celular y la actividad mieloperoxidasa en pacientes con anemia por deficiencia de 
hierro (6,8). Isler y cols. en el 2002, determinaron que pacientes con anemia por deficiencia de 
hierro tenían alteraciones en la actividad antioxidante de enzimas eritrocíticas y que después del 
tratamiento oral y parenteral con hierro y vitamina E, se incrementaba la actividad de superóxido 
dismutasa y la actividad de glutatión peroxidasa se normalizaba (28).  
 
Aslan y cols. en el 2006, realizaron un estudio cuyo objetivo fue correlacionar el daño en 
el ADN de linfocitos, la capacidad antioxidante total y el grado de anemia en mujeres con 
deficiencia de hierro, encontrando que se incrementaba el estrés oxidativo y el daño al ADN; 
respecto a esto sugieren que el incremento de estrés oxidativo puede ser una causa que  
contribuye en la patogénesis de la deficiencia de hierro, y que es un factor importante que induce 
daño al ADN (29).  Por el contrario, autores como Díaz-Castro y cols. 2008, afirman que la 
anemia por deficiencia de hierro (30) es un factor que no afecta la  estabilidad del ADN o la 
peroxidación lipídica en ratas; lo que sugiere que hay suficiente capacidad de compensación para 
mantener elevadas las defensas antioxidantes (31). 
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2.5. Consecuencias de la deficiencia de hierro 
 
La deficiencia de hierro (DFe) produce como consecuencia alteraciones en la síntesis del 
grupo hemo, que por ende limita la síntesis de hemoglobina situación que lleva al padecimiento 
de anemia ferropénica. Este es un proceso patológico en el cual la concentración de hemoglobina 
en los eritrocitos está anormalmente baja. De la misma manera, el tiempo de vida de los glóbulos 
rojos en circulación se ve limitado mientras que su producción es imperturbable hasta que el 
almacén de hierro se ve agotado, reflejándose en niveles bajos de ferritina sérica (28, 32). 
Los efectos deletéreos de la DFe se manifiestan como escaso crecimiento físico, 
alteraciones gastrointestinales, disfunción tiroidea, conduce a la alteración de la inmunidad y 
desestabilización de la temperatura. En Sistema Nervioso Central influye en alteraciones 
cognitivas,  de memoria a corto y largo plazo y en enfermedades neurodegenerativas (33). 
Las manifestaciones de la carencia de hierro derivan de aquellas propias de la anemia, 
falla en la movilización de la vitamina A hepática, mayor riesgo de parto prematuro y de 
morbilidad perinatal, menor transferencia de hierro al feto, disminución de la velocidad de 
crecimiento, alteraciones conductuales y de desarrollo mental y motor, velocidad de conducción 
más lenta de los sistemas sensoriales auditivo y visual y reducción del tono vagal (30). 
Así mismo la pérdida de hierro está relacionada con desordenes neurológicos tales como 
mal funcionamiento cognitivo en general, en niños se ha reportado retraso en el desarrollo 
mental, problemas de aprendizaje y menor rendimiento escolar. En adultos deprime la actividad 
debido al cansancio producido, dificultad para mantener la temperatura corporal, disminución de 
la función inmune, en la producción de neurotransmisores, ácidos grasos así como de la síntesis 
de ADN. En mujeres embarazadas se incrementa la tasa de parto pre-termino, se presenta bajo 
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2.6. Relación de hierro-estrógenos 
 
Se ha encontrado que hormonas estrogénicas pueden influenciar la expresión de proteínas 
reguladoras de hierro  (IRP), principalmente IRP1 e IRP2. Borras y col, 1998 demostraron que en 
ratas ovariectomizadas tratadas con 17-β-estradiol (E2), (34) hormona sexual esteroidea 
sintetizada en los ovarios, se da un aumento significativo de recaptura de hierro en intestino 
delgado y un subsecuente incremento de sus niveles séricos acompañados por un decremento en 
la capacidad de unión del hierro total; además de un aumento en los almacenes de hierro 
esplénico. Esto indica que las cantidades de este oligoelemento almacenado, dependen 
directamente de la circulación de estrógenos (35).  
Raso y cols. 1999 documentaron que E2 modula la actividad de unión del mARN de IRP, 
afectando la expresión de la ferritina y el receptor de transferrina 1 (TfR-1) en tejido adiposo 
(33). La cantidad de hierro en el organismo es afectada por la presencia de hormonas 
estrogénicas, cuya función es incrementar, a nivel mARN, la expresión de la proteína ferritina  y 
del receptor de transferrina propiciando así un mejor aprovechamiento de hierro. 
2.7. Requerimientos de hierro según grupo etáreo.  
 
Los requerimientos de hierro en cada etapa de la vida están determinados por los cambios 
fisiológicos a que se enfrenta el organismo durante su desarrollo. Durante el primer año de la vida 
se estima que las necesidades de hierro son de 0,7 a 1,0 mg/kg/día (15 mg/d).
 
Durante la infancia, 
las necesidades de hierro para el crecimiento son menores, alrededor de 10 mg/día. Durante el 
desarrollo puberal un adolescente aumenta unos 10 kg de peso, que debe acompañarse de un 
incremento de unos 300 mg de su hierro corporal para lograr mantener constante su hemoglobina, 
que en este período aumenta a razón de 50-100 g/L/año (Tabla 3.)  
 
En consecuencia, un adolescente varón requiere alrededor de 350 mg de hierro por año 
durante el pico de crecimiento de la pubertad, no así para  las mujeres, cuya demanda aumenta, 
pues aunque su velocidad de crecimiento es menor, se adicionan las pérdidas menstruales. 
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 Así entonces, una adolescente en pleno pico de crecimiento requiere alrededor de 455 mg 
de hierro por año. Mientras que para las mujeres en edad fértil los requerimientos son similares a 
los de la adolescente, debido a las pérdidas menstruales, los embarazos y la lactancia (34).  
 
Spear, 2000 refiere la categorización de edades de ratas equivalentes a etapas del 
desarrollo humano; considerando que en ratas, la edad de los 0 a los 21 días postnatales (DPN) 
equivale a la niñez en humanos; de los 22 a los 42 DPN  inicia la adolescencia temprana, 
iniciándose la abertura vaginal y aumento del peso del útero a 150 mg / kg, inducido por un 
efecto estrogénico en hembras, mientras que los machos comienzan a delimitar su territorio a 
través de la orina. Entre los 42 a 56 DPN es el equivalente a la adolescencia tardía, cuando se da 
un cambio en cuanto a agresividad por parte de los machos. Finalmente de los 56 a 73 DPN se 
considera el inicio de la etapa adulta, donde se observa disminución en la ingesta de alimento y se 
establece la delimitación del territorio (36, 37). 
 
Tabla 3.  Valores internacionales de referencia para hierro dietético (mg/día) (38). 
































l de ingesta 
(basado en 
un 15% de 
absorción) 
0-3 m     4-6 
m    7-9 m   
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7-10 a 
1.7             
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6.1         
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-           
0-6  m
1    
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- 
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0.27             
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11.0          
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10.0           
- 
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8.9 
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m: meses ; a: años 
1no se han demostrado criterios funcionales que reflejen la respuesta a la ingesta dietética en niños 
pequeños. Por lo tanto la ingesta recomendada de hierro se basa en una ingesta adecuada (IA) que refleja 
la ingesta media de hierro observada de los lactantes alimentados con leche. 
2basado en 10 % de absorción 
3basado en el supuesto de que las niñas menores de 14 años no menstrúan y que todas menstruan a partir 
de los 14 años. Para las niñas menores de 14 años que han comenzado a menstruar, sería apropiado 
considerar una pérdida menstrual de 0.45mg/día de Fe. Por lo tanto el requerimento aumenta 
aproximadamente 2.5 mg/día de Fe. 
4la biodisponibilidad en el primer trimestre es estimada como para mujeres no embarazadas, en el segundo 
y tercer trimestre se da un incremento del 25% 
5la biodisponibilidad durante este periodo varía mucho 
6no está menstruando . Modificado de Geissler y cols, 2010. 
 
 
INFLUENCIA DE LA DEFICIENCIA DE HIERRO SOBRE LOS NIVELES DE ESTRÉS OXIDATIVO EN RATAS Wistar HEMBRA Y MACHO EN DIFERENTES GRUPOS ETÁREOS 
24 
 
Con base en lo anterior se toma en cuenta la teoría del estrés oxidativo como causa del 
envejecimiento (39) dicha teoría se apoya en las siguientes observaciones i) los niveles de 
biomoléculas dañadas por oxidación aumentan con la edad, ii) los cambios en la dieta, 
manipulación farmacológica o genética que prolongan la vida se extienden también al reducir  el 



























La deficiencia de hierro es el padecimiento nutricional más frecuente y constituye un 
problema de salud pública de orden mundial y la principal causa de anemia incluso en los países 
desarrollados. Cerca del 80% de la población mundial padece deficiencia de hierro y más del 
40% padece anemia por deficiencia de hierro. El hierro por sí mismo, es un agente altamente 
oxidante, capaz de producir radicales libres como EROs. Al existir una deficiencia, la 
probabilidad de la disfunción de enzimas antioxidantes, como catalasa y superóxido dismutasa 
aumenta, ya que ambas requieren como cofactor hierro unido al grupo hemo. Esto puede 
conllevar a fallos en la homeostasis celular debidos a la repercusión del estrés oxidativo generado 
por otras sustancias corporales. 
Para poder estudiar los niveles de daño causado por estrés oxidativo en sujetos deficientes 
de hierro, es necesario tener un modelo animal. Para tal efecto se estudiará la influencia de la 
deficiencia de hierro sobre los niveles de estrés oxidativo en rata Wistar tomando en cuenta 
diferencias entre sexo y grupo etáreo, puesto que los requerimientos de hierro cambian en las 
diferentes etapas del desarrollo. Además de correlacionar los niveles de hierro circulatorio y 


















La deficiencia de hierro induce estrés oxidativo en ratas hembra y macho que se verá 






















Determinar la influencia de la deficiencia de hierro sobre los niveles de estrés oxidativo en ratas 
Wistar hembra y macho en diferentes grupos etáreos. 
 
 
5.2. Específicos  
 
Determinar los niveles de estrés oxidativo en muestras sanguíneas, de hígado, ovarios, testículos 
y cerebro de ratas hembra y macho, en diferentes grupos etáreos. 
Determinar la concentración de Fe en cerebro y muestras sanguíneas de ratas hembra y macho 
















Se utilizaron ratas Wistar mantenidas bajo condiciones controladas, temperatura de 22± 
2°C, fotoperiodo luz/oscuridad 12/12 horas, agua purificada y alimento ad libitum en el Bioterio 
de la Facultad de Medicina, UAEMex. 
Se tomaron 20 ratas hembra de tres meses de edad, pesando de 250-300g, mismas que se 
dividieron en dos grupos (n=10), un grupo testigo A, mantenido con alimento conteniendo los 
niveles normales de hierro (Harlan Laboratories, 100 ppm Fe) (40) y el grupo B, experimental, 
con alimento deficiente en hierro (Harlan Laboratories, 10 ppm Fe) (41). Se colocaron 2 
sementales adultos (4 meses de edad o 400-450g de peso) por cada 2 hembras, para preñarlas y 
así obtener las crías, después de 15 días sometidas a la dieta, misma que se mantuvo durante la 
lactancia para asegurar la deficiencia en las crías.  
Las crías de cada grupo etáreo (n=12), fueron destetadas al día 21 después del nacimiento 
y se dividieron por sexo con una n=6 ratas (6 hembras y 6 machos) mismas que se sacrificaron al 
llegar a los días post-natales que fueron establecidos según el periodo correspondiente en 
humanos (36): Niñez (21 DPN), adolescencia temprana  (42DPN),  adolescencia tardía (56 DPN) 
y adulto joven (70DPN). 
 
6.2. Obtención de muestras 
 
Para la obtención de muestras, se realizó la eutanasia con  pentobarbital sódico 
“anestesal” (1.5 ml/300-400 g de peso vivo) y se tomaron muestras de los siguientes tejidos: 
cerebro, sangre e hígado, enseguida se agregó buffer PBS pH 7.4, en relación 1ml:3g de peso de 
la muestra. Posteriormente se realizó el homogenizado de cerebro e hígado, mientras que la 
sangre se sometió a sonicación.  
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Todas las muestras se congelaron a -70 °C hasta el siguiente proceso. Las unidades de las 
determinaciones están en relación al contenido de proteínas totales cuantificadas de acuerdo al 
método de Bradford (42). 
Las muestras homogenizadas fueron procesadas para determinar las concentraciones de 
Hierro circulante en sangre y de hierro fijo en hígado y cerebro. Posteriormente se realizó la 
determinación de estrés oxidativo en las muestras ya homogeneizadas mediante la determinación 
del grado de lipoperoxidación y niveles de oxidación de proteínas, como biomarcador del daño 
provocado a lípidos y proteínas; así como de la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT 
y GPX, biomarcadores de adecuada funcionalidad celular. 
 
6.3. Determinación de estrés oxidativo. 
 
6.3.1. Nivel  de lipoperoxidación 
 
El grado de lipoperoxidación se determinó empleando el método modificado de Buege y 
Aust, 1979 (45). Se tomaron 100 µL del homogeneizado y fue aforado a 1 ml con solución 
reguladora tris-HCl 150 mM a pH 7.4, se agregaron 2mL de TCA-TBA  (ácido tiobarbitúrico al 
0.375% en ácido tricoloroacético al 15%) se indujo un choque térmico con agua en ebullición a 
95°C por unos segundos. Enseguida se incubó a 37 ºC por 30 min. Concluido el tiempo se 
centrifugó a 3500 rpm durante 10 min, en centrifuga Jouan B4i y se determinó la absorbancia a 
535 nm en espectrofotómetro Bio Rad.  
Los resultados se expresan en mM de malondialdehído / mg proteínas / g tejido, usando el 







siguiente ecuación (43).  
nM de malondialdehído / mg proteínas / g tejido  =  Abs / CEM 
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6.3.2. Contenido de proteínas carboniladas 
 
El nivel de proteínas oxidadas se determinó por el método modificado de Burcham, 2007 
(44); Parvez y Raisuddin, 2005 (45) y Levine et al, 1994(46). A 100 µl del sobrenadante se le 
adicionaron 150 µl del 10mM de DNPH/2M HCl. Enseguida se incubó durante 1 hr en oscuridad. 
Transcurrido el tiempo se agregaron 500 µl de ácido tricloroacético al 20% y reposó por 15 min a 
4°C. El precipitado obtenido se centrifugó a 11000 rpm durante 5 min. El precipitado fué lavado 
dos veces con etanol-acetato de etilo 1:1, posteriormente se disuelvió el precipitado obtenido  en 
1 ml de guanidina 6M pH 2.3 con la cual se incubó a 37°C durante 30 min, posteriormente se 
determinó la absorbancia a 366 nm. 
 Los resultados se expresan en mM o nM de carbonilos reactivos (C=0)/mg proteínas, los 







6.3.3. Actividad de la enzima superóxido dismutasa  
 
Para la determinación de la actividad enzimática de SOD se empleó el método descrito 
por Misra y Fridovich, 1972 (47). Fueron colocados 40 µL del sobrenadante  en una celda de 
cuarzo y se adicionaron 260 µL de la solución amortiguadora de carbonatos (50 mM de 
carbonato de sodio y 0.1 mM EDTA) a pH 10.2. Enseguida se agregaron 200 µL de adrenalina 30 
mM, y se determinó la absorbancia a 480 nm, a los 0 seg, 30 seg y 5 min.  
Los resultados se obtuvieron sustituyendo la absorbancia de 0 y 5 min en la siguiente 
fórmula:(47). 
Concentración de Adrenalina=(A0-A5)/CEM 
Donde el CEM para la adrenalina es de 21 nM-1 cm-; los datos son expresados en nM de 
Adrenalina/ mg PT/g de tejido húmedo. 





6.3.4. Actividad de la enzima catalasa  
 
La actividad de la enzima catalasa se determinó por el método de Radi et al, 1991 (48). 20 
µL del sobrenadante de la muestra fueron colocados en una celda de cuarzo, se agregaron 280 µL  
de la solución amortiguadora de aislamiento (0.3 M sucrosa, 1 mM EDTA, 5 mM HEPES y 5 
mM KH2PO4) y 200 µL de la solución de H2O2 20 mM. Posteriormente se realizó la lectura en 
espectrofotómetro a λ 240 nm, a los 0 y 60 seg.  
Los resultados se obtuvieron sustituyendo la absorbancia de 0 y 1 min en la siguiente 
fórmula sustituir los datos obtenidos en la siguiente fórmula: 
Concentración de catalasa = (A0 - A60)/ CEM 
Donde el CEM del H2O2=0.04321 nM-1 cm-; los datos son expresados en nM de H2O2/ 
mg PT/g de tejido húmedo 
 
6.3.5. Actividad de la enzima glutatión peroxidasa  
 
La actividad de la enzima glutatión peroxidasa se determinó por el método modificado de 
Paglia y Valentine, 1967 (49). Se colocaron 100 µL del sobrenadante de la muestra en una celda 
de cuarzo y se adicionaron 290 µL de la solución amortiguadora de reacción (K2HPO4 50mM, 
KH2PO4 50mM, glutatión reducido 3.5 mM, ázida de sodio 1 mM, NADPH 0.12mM, glutatión 
reductasa  2 U) y 100 µL de  H2O2 20 mM. Posteriormente se determinó la absorbancia a 340nm, 
a los 0 y 60 seg (50).  
Se calculó la actividad de la GPX por medio del CEM del NADPH=6.22 mM-1com-1 
 
 





6.3.6. Concentración de proteínas (29) 
 
De acuerdo al método de Bradford, 1976, a 25 µL del sobrenadante se agregaron 75 µL de 
agua desionizada y 2.5 mL del reactivo de Bradford (0.05 g de azul de Cummassi, 25 mL de 
etanol al 96% y 50 mL de H3PO4 en 500 mL de agua desionizada). Se agitaron los tubos y se dejó 
reposar por 5 min, a continuación se determinó la absorbancia a 595 nm. Los resultados se 
extrapolan en una curva estándar hecha con albúmina bovina, como se muestra en la tabla 2 (42). 
 
 
Tabla 4. Curva de calibración para la determinación de proteínas totales. 
Concentración 





0.01 10 90 
0.025 25 75 
0.05 50 50 
0.075 75 25 










6.4. Determinación de la cantidad de hierro 
 
A 0.5 g de tejido se adicionaron 5 ml de HNO3 concentrado,  para hacer una digestión 
ácida en microondas a tempreratura de 70 – 90°C, durante 2-4 hrs, enseguida se llevó a su 
correspondiente en el espectrofotómetro de absorción atómica y se determinó la absorbancia a 
248.3 nm a condición de Aire-C2H2 oxidante azul.  
 
6.5. Análisis estadístico 
 
El análisis fue realizado mediante el paquete Stat View 5.0.1. A los datos obtenidos se les 
realizó un análisis multifactorial mediante la prueba no paramétrica Kruskal- Wallis. Las 
diferencias entre cada grupo fueron analizadas mediante la prueba U Man-Withnney, expresadas 
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Iron  is  a  trace  element  and  structural  part  of  antioxidant  enzymes;   iron 
requirements  vary according  to  age  and  sex.  An  excess  of  iron  leads  to  the formation of 
free radicals, however the effects of iron deficiency (ID) have not been elucidated. In this study 
the influence of age and sex in Wistar rats with ID on oxidative stress in brain, blood and liver 
are analyzed. The studied ages roughly correspond to stages of human development: birth (0 
postnatal-day “PND” in rats); childhood (21 PND), early-adolescence (42 PND), late-
adolescence (56 PND) and adulthood (70 PND). The following biomarkers were determined: 
lipid peroxidation products (LPO); protein carbonyl content  (PCC) and activity of the 
antioxidant enzymes;   superoxide   dismutase   (SOD);   catalase   (CAT);   and   glutathione 
peroxidase (GPx). 
 
In this study, we demonstrate that ID-subjects are born with high levels of LPO in brain and 
low antioxidant activity, being damage more severe in males. After birth, antioxidant defense 
focuses on the central level in ID-females and on peripheral level in ID-males; as from the 21 
PND antioxidant defense from SOD increases in brain, blood and liver. Unfortunately, SOD 
can not prevent oxidative damage in the blood of ID-females; at hepatic level, ID-subjects, 
unlike the control subjects, show higher antioxidant protection at birth; being PCC controlled 
by GPx and CAT in the blood of the ID-subjects of both sexes. However, antioxidant defense 
in ID-subjects was insufficient to control LPO in brain at 56 PND. With these data we 
demonstrate that at two critical stages of development, birth and 56 PND, antioxidant 
protection is insufficient to counteract oxidative damage in ID-subjects. Moreover, we observe 
that the variability of results in the literature on oxidative stress and ID comes from the sex and 
age of the subjects under study. With this, we can establish patterns and exact moments to 








Iron is an essential trace element that takes part in oxidoreduction reactions and in numerous 
biological processes [1-4]. In its reduced form it joins protoporphyrin to make the hemo group 
which partakes tissue oxygenation; likewise, it is a structural part of antioxidant enzymes, such 
as: catalases, peroxidases and oxygenases [5]. Its control is necessary for it is a potentially 
toxic product; one of its most negative effects is the catalytic decomposition of hydrogen 
peroxide (Fenton’s reaction) that leads to reactive oxygen species (ROS), such as the hydroxyl 
radical that damages the main bio-molecules: lipids, proteins and nucleic acids. Finally, 
unbalance between  ROS  production  and  antioxidant  systems  generates  a  phenomenon 
known  as  stress  or oxidative  damage  that  leads  to  cellular  death  [6,7].  ROS present in 
the process have the capacity to affect the lipid and protein bio- molecules in brain, blood and 
liver. Iron deficiency (ID) occurs when the requirements of this trace element are not met 
according to age and sex [8,9]. ID is a public health issue that affects more than 2 billion 
people worldwide [10-12], of which 30-50% are pregnant women [13]. 
 
Some studies have demonstrated that iron deficiency can affect the production of proteins 
containing Fe
2+
, such as cytochromes, myoglobin, catalase (CAT) and peroxidase  [2,14].  
While  others  mention  that  young  adult  women  with  iron deficiency anemia (IDA) present 
lymphocytes with damaged DNA possibly from oxidative stress [14]. Isler et al. (2002) 
reported that patients treated with iron improved their IDA and recovered the activity of 
the superoxide dismutase (SOD) antioxidant enzyme in erythrocytes [15]. 
 
Up to present, there are no reports that indicate whether the variability in findings previously 
described comes for the influence of age, sex and sort of observed tissue. In the present study it 
was determined by age and sex, in Wistar rat, if ID favors the presence of oxidative stress by 
comparing three tissues: brain, blood and liver. The categorization by age was carried out on 
the basis of reports by Spear (2000), in which it is mentioned there is correlation between 
postnatal days (PND) in rat and stages of human development, corresponding childhood to 
21 PND in rats, early adolescence up to 42 PND, adolescence up to 56 PND and finally 
young adulthood by the end of 70 PND [16,17]. 
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 Oxidative stress was determined based on the lipid peroxidation products (LPO) and protein 
carbonyl content (PCC); antioxidant capacity was evaluated by means of SOD, CAT and 
GPx activity. 
 




All studies were conducted in accordance with approved institutional protocols in agreement 
with the Principles and Procedures described by the National Institute of Health, Guide for 
the Care and Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health, in accordance 
with the Local  Ethics Committee of Animal Experiments of the Autonomous University 
of the State of Mexico. In order to obtain the samples, the  euthanasia was induced  with  
sodium  pentobarbital to minimize suffering. 
 
Animals and Diet 
 
Animals were housed under standard colony conditions: 12:12 light/darkness cycle (lights on at 
7:00 a.m.), controlled room temperature (22 ± 2 ºC), with free access to food and water. A 
total 10 nulliparous female Wistar rats (3 months of age and 300 g in weight approximately) 
were used for this study. Of these females, 5 rats were randomly assigned to the “ID” group 
with a diet supplemented with ferrous sulfate at a nominal dose of 10 ppm [18] (Lab 
Diets AIN-76w/10), and 5 rats in the control group "C"  with a diet containing 100 ppm of 
ferrous sulfate [19] (Lab diets AIN-76w/100).  
Two weeks later, for every 2 females, 2 males were introduced (of 4 months of age or of 400 g 
body weight) in a home cage for 2 weeks; then, these males were removed. The offspring were 
weaned at 21 PND, they were divided by sex and 6 pups were placed by home cage. The 
offspring continued with the same food supply regime as their mothers during the entire 
experimental process.  
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Fifteen female and fifteen male offspring from each group (ID or C) were evaluated at different 
moments, which are equivalent to some stages of human development: 0 PND, childhood (21 





In order to obtain the samples, euthanasia was induced with sodium pentobarbital (Anestesal) at 
1.5 ml/300-400 g live weight, and immediately brain and liver were extracted, being collected in 
a PBS buffer (pH 7.4) at a ratio of 1ml:3g of sample weight, they were homogenized. On its 
own, blood was collected in test tubes with EDTA; immediately, this blood underwent 
sonication (VibraCell, sonics and materials. INC, USA). All the samples were frozen at -70ºC 
and saved for later analysis. The units of the determinations are expressed in relation to the 
content of total proteins (TP) [20] and the weight of wet tissue in milligrams. 
 
Determination of oxidative stress 
 
Determination of lipid peroxidation products 
 
LPO was determined following Büege and Aust (1978) [21]. 500 µL of supernatant were 
added to Tris-HCl buffer (pH 7.4) to obtain a volume of 1 mL. This was incubated at 37ºC for 
30 min; 2 mL of a TCA-TBA reagent (0.375% thiobarbituric acid in 15% trichloroacetic 
acid) was added and the sample was shaken in a vortex, then placed in a bath of boiling 
water for 45 min, it was let to cool and the precipitate  was  removed  by  means of  
centrifugation  at 3000  rpm  for  10  min. Absorbance was read at 535 nm using a reaction 
blank. Results were expressed as nM malondialdehyde (MDA)/mg wet tissue (nM MDA/mg 
TP/mg WT) using the molar extinction coefficient of 1.56 x 10
5








Determination of protein carbonyl content 
 
PCC was determined by the method of Levine et al. (1994) [22]. Soluble proteins were 
obtained by centrifuging the samples at 10500 rpm for 30 min. 100 µL of supernatant were 
added to 150 µL of 10 mM dinitrophenylhydrazine in 2 M HCl (Sigma) prior to incubation 
at room temperature for 1 h in the dark. Next, 500 µL of 20% trichloroacetic acid were added 
and the sample was allowed to rest for 15 min at 4ºC, then centrifuged at 16000 rpm for 5 min. 
The bud was rinsed three times in 1:1 ethanol:ethyl acetate (Baker), dissolved in 150 µL of 6 M 
guanidine (Sigma) pH 2.3, and incubated at 37ºC for 30 min. Absorbance was read at 366 nm 
and results were expressed as nmols of reactive carbonyls formed (C=O)/mg wet tissue 
(nMC=0/mgTP/mg WT) based on their molar extinction coefficient of 21000 M/cm . 
 
Determination of SOD activity 
 
SOD activity was determined according to Misra and Fridovich. (1972) [23]. To 20 µL of 
supernatant in a 1-cm cuvette were added 150 µL of a carbonate buffer solution (50 mM 
sodium  carbonate  and  0.1  mM EDTA) pH 10.2  and  100 µL adrenaline (30 mM). 
Absorbance was read at 480 nm, at 30 s and 5 min. SOD activity was determined by 
interpolating the data on a type curve. Results were expressed as µM adrenalin/mg TP/mg WT. 
 
Determination of CAT activity 
 
CAT activity was determined according to Radi et al. (1991) [24]. To 20 µL of supernatant 
were added 1 mL of an isolation buffer solution (0.3 M saccharose, 1 mM EDTA, 5 mM 
HEPES and 5 mM KH2PO4) and 0.2 mL of hydrogen peroxide (20 mM). Absorbance was 
read at 240 nm, at 0 and 60 s. Results were obtained by substituting  the  absorbance  value  of  
each  reading  in  the  formula:  catalase concentration= (A60 – A0)/MEC, where the MEC of 
H2O2  equals 0.043 Mm/cm. Results were expressed as nM H2O2 /mg TP/mg WT. 
 





Determination of GPx activity 
 
GPx activity was determined following Paglia and Valentine (1967) [25]. To 100 µL of 
supernatant were added 900 µL of a buffer reagent solution (5 M K2HPO4, 5 M KH2PO4, 3.5 
mM reduced glutathione, 1 mM sodium azide, 2 U glutathione reductase and 0.12 mM NADPH 
pH 7.0; Sigma) and 200 µL of H2O2  (20 mM). Absorbance was read at 340 nm at 0 and 60 s. 
Activity was estimated using the molar extinction coefficient of NADPH (6.2 mM/cm). Results 
were expressed as µM NADPH/mg TP/mg WT. 
 
Determination of total protein 
 
To 25 µL of supernatant were added 75 µL of deionized water and 2.5 mL of Bradford’s 
reagent (0.05 g Coommassie Blue dye, 25 mL of 96% ethanol and 50 mL H3PO4, in 500 mL 
deionized water) [20]. The test tubes were shaken and let to rest for 5 min prior to the reading of 





For the statistical study the SPSS 20 software program, compatible with PC, was employed. The 
normality analysis of the sample distribution was carried out by means of the Kolmogorov-
Smirnov test. Once the abnormality of the samples was valued, nonparametric tests were 
applied; for such end the Kruskal-Wallis nonparametric test was applied. The differences 
between each group were analyzed by means of a Man-Withney U test. Data were reported 









Assessment of oxidative damage 
 
Lipid peroxidation products 
 
In figure 1, one observes the degree of lipoperoxidation in brain, blood and liver in female and 
male rats, in both the control and ID groups. As it is seen, the heaviest effect of this biomarker 
took place in brain. In the case of the group control, there was an increment at 70 PND, both in 





Figure 1. Lipid peroxidation products in iron deficient subjects. The oxidative damage is shown by 
means of the levels of lipoperoxidation products. All results are presented as mean ± SEM; *p<0.05 
vs. control group males; #p<0.05 vs. ID males; †p<0.05 vs. ID females: p<0.05 vs. ID males;  blood 
units expressed in mg PT/ml. 
 
In the ID group males were those with the heaviest damage, being statistically significant 
(p<0.05) at 0 PND; at 56 PND damage statistically increased (p<0.05) in both sexes, unlike in 
those of the control group. In blood the heaviest damage was observed in ID females at 21 PND. 
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In each of the studied ages, there were significant differences (p<0.05) between control and ID 
females. Damage was statistically heavier (p<0.05) in ID females at 21, 42, and 70 PND; in 
these three periods it was noticed that ID females presented heavier damage levels than 
ID males (p<0.05). 
 
Protein carbonyl content 
 
In figure 2 the contents of carbonyl protein in brain, blood and liver of females and males of the 
ID and control groups are observed. In brain, it is noticed that control females present a 
statistically significant increase (p<0.05) in carbonyl proteins at 56 and 70 PND, unlike control 
males and ID group.  
 
Figure 2. Carbonyl protein content in iron deficient subjects. The content of carbonyl proteins is 
shown. All results are presented as mean ± SEM. *p<0.05 vs. control group males; #p<0.05 vs. ID males; 
†p<0.05 vs. ID females; p<0.05 vs. ID males;  blood units expressed in mg PT/ml. 
 
By and large, for blood the group with the highest level of this bioindicator was that of 
control, regardless of sex, gradually increasing from 21 to 56 PND. In ID group, males showed 
a higher content of carbonyl proteins (p<0.05) at 0, 21 and 42 PND. In liver as in the other 
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tissues, the control group showed higher carbonyl protein content than the ID group. Said 
content increased gradually in control males at 21, 42 and 56 PND and in control females at 42 
and 56 PND. Such increase was higher in males than in control females, presenting statistical 
differences (p<0.05) at 42 and 56 PND. 
 




In figure 3, the results of the activity of SOD antioxidant enzyme in brain, blood and liver of 
female and male rats, in both ID and control are displayed. As noticed in brain, the behavior of 
control and ID groups was very homogeneous, it only modified SOD activity in ID group at 56 
PND (p<0.05). In control group, males, unlike females, showed higher SOD activity at 0 and 
21 PND; said activity was statistically significant (p<0.05). Later on, this effect was the 
opposite in females; they showed a higher SOD activity than males from 42 to 70 PND.  
As for the ID group, SOD cerebral activity in males and females had a very homogenous 
behavior, however at 42 PND females presented higher SOD activity than males. Besides, 
SOD behavior in ID females increased from 21 to 70 PND, being more evident at 56 PND. In 
ID males SOD activity is lower than in deficient females, save at 56 PND, when there was a 
tendency to increase enzymatic activity. As for blood, control group showed a significant 
increase of this biomarker at 42 PND, remaining stable in the other assessed age groups; 
however, SOD activity tended to be higher in males than in females as from 21 PND. In the 
ID group, males presented higher SOD activity than females as from 42 PND; females 
significantly increased SOD levels at 21 PND, nevertheless. In liver, group control showed a 
significant increase in SOD at 42 PND, unlike group ID, regardless of sex. In ID group the 
levels of SOD significantly increased at 56 PND, unlike control group, regardless of sex. 
Besides, ID females at 70 PND showed a higher SOD activity, unlike the other groups. 




Figure 3. SOD Activity in iron deficient subjects. All results are presented as mean ± SEM; *p<0.05 
between males and females of control group; #p<0.05 between males and females of the ID group; 
†p<0.05 between control and ID females; p<0.05 between control and ID males;  blood units 




In figure 4 the results of the activity of catalase antioxidant enzyme in brain, blood and liver in 
male and female rats of control and ID groups are shown. In brain CAT activity was very 
homogeneous, therefore no statistically significant differences were observed between age 
groups and treatments. As for sex, control females and ID males statistically had higher CAT 
activity at 0 and 21PND than control males, however CAT  activity  tended to  be  higher in  
ID males than  in control females of each age group. 
In liver, CAT activity gradually decreased from 0 to 70 PND in all groups. It is worth 
mentioning that at day 0 the ID subjects presented higher CAT activity than control subjects, at 
later ages this effect changed, being CAT activity higher in control subjects than in ID ones, 
regardless of sex. 
 






Figure 4. CAT activity in iron deficient subjects. All results are presented as mean ± SEM; *p<0.05 
show statistically significant difference comparing control females  and  males;  #p<0.05  statistically  
significant  difference  comparing  ID females and males. †p<0.05 comparing control females and ID 
females; p<0.05 comparison control males and ID males;  blood units expressed in mg PT/mL. 
 
Conversely, unlike other studied tissues, in blood CAT activity was the highest, being 
significantly higher in ID subjects as from 42 PND. In males, CAT activity decreased gradually 
from 42 to 70 PND. In females, CAT activity  significantly increased from 42 to 70 PND. 
The behavior of CAT in control subjects was significantly lower than in ID subjects from 42 to 
70 PND, regardless of sex, said activity was very homogenous in each age group. 
 
 GPx activity 
 
In figure 5 the results of the Glutathione peroxidase antioxidant enzyme in brain, blood and liver 
in female and male rats of control and ID groups are presented. In brain, at 0 PND higher GPx 
activity was significantly observed (p<0.05) in control subjects than in ID ones, regardless of 
sex, at later ages GPx activity decreased and was very homogenous as from 21 PND both in 
control females and males. In the ID female groups there were no modifications of this 
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biomarker in time; however, ID males showed an increment in GPx as from 42 to 70 PND. In 
blood, only a significant increment of this biomarker was observed at 0 PND in the males and 
females of ID group. Said behavior was similar in liver. 
 
 
Figure 5. GPX activity in iron deficient subjects. All results are presented as mean ± SEM; *p<0.05 
shows statistically significant comparing control females and males; #p<0.05 statistically significant 
difference comparing ID females and males; †p<0.05 comparing control females and ID females; 





Studies that associate oxidative stress with an ID situation are controversial as for the role of 
the antioxidative systems; being so, Isler et al. (2002) find a decrease in some antioxidant 
enzymes, while others do not register changes and others increase [26-30]. This situation may 
come from the different models resorted to and moments of study; it might be a consequence 
of a response to the situation faced by the organism. 
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The present study assesses for the first time the impact of age and sex on the changes in 
oxidative damage biomarkers unleashed by ID, using Wistar rat as a model. It revealed that 
both variables have an important role in the intensity and course of oxidative stress associated to 
ID. The first relevant fact shown by our results is the existence of oxidative stress in ID animals 
in relation to healthy animals; it is characterized by an increase in the oxidative damage 
biomarkers (LPO and PCC) and changes in the activity of the antioxidant enzymatic systems. It 
has been reported that in the presence of ID, the levels of  LPO and PCC decrease 
[31,32]; moreover, self protection against in vivo LPO is promoted [33] as well as the 
production of hydroxyl radicals [31]. 
In our results we found that ID subjects display a heavy increase in LPO at birth in the three 
assessed organs. Said fact can be due to the fact that the ID induced in the mother allows the 
development of placental hyperplasia, therefore the increase of oxygen internalization that 
favors oxidation and lipid damage  [34,35]. As a result from this lipid damage and since in the 
first PND the antioxidant answer is not fully developed, we find that brain is the most affected 
organ in ID subjects, regardless of sex. Besides, the especial sensitivity of nervous tissue to 
oxidative damage must be considered; this comes from its high content of  polyunsaturated  
lipids and oxygen consumption, as well as its reduced antioxidant capacity. 
It is worth mentioning that the patterns of enzymatic activity are determined by the levels of 
systemic iron. Being the requirements of the latter dependent on the physiological state (age and 
expression of sexual hormones) [36-38]. Since estrogens are excellent endogenous antioxidants, 
when ID females start the synthesis of sexual hormones, at 21 and 42 PND, they show a lower 
oxidative damage in brain. 
Lipid damage is related to protein damage. In brain, PCC content is lower in ID group, with the 
exception of females of 56 and 70 days of age; such stages are key in development, since 
females become prepared for fertility, giving priority to reproductive functions compromising 
the homeostasis of brain cells, this phenomenon is also verified in blood and liver. In the case of 
ID males, the main antioxidant  protection  comes  from  GPx,  being  this  protection  higher  
than  in females as from 42 PND. 
The increase of PCC at 56 PND in control females and their later diminution at 70 PND can 
be associated to the deterioration in enzymatic functionality by aging, loss of antioxidant 
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vitamins, alpha-tocopherol and ascorbic acid [39], and reproductive stage [16]. However, in 
control females iron control on its own can be capable of producing oxidative damage [40] and 
unfortunately this damage could not be counteracted and compromised cell stability. 
It is relevant to point out that blood cells have a highly effective antioxidant defense [15] mainly 
from SOD and GPx in comparison with other sorts of cells. In ID rats the increase of PLO in 
plasma and the decrease of the antioxidant system have been reported [31,40]; a fact that agrees 
with our findings at 21 PND, albeit we fid that at later ages LPO levels decrease, being damage 
much lower in males, these data agree with those reported by Kumerova et al., 1998, in IDA 
subjects. Such an effect can be due to the fact that circulating iron is sequestered, before storing, 
by hemoglobin and myoglobin; both required for better growing and body mass formation in 
males. What is more, this finding is related to reports which refer that in ID subjects 
erythrocytes are more susceptible to oxidation, but in virtue of their antioxidant defense they 
compensate the damage [41]. 
Since liver is the main biotransformer organ, it has a mixed-function oxidase complex composed 
of P450 cytochrome (CYP), a flavoprotein and NADPH. Especially CYP  contains  a  large  
amount  of  enzymes  with  antioxidant  activity; because of this it is the organ that showed the 
least oxidative damage. These data reinforce the idea that ID causes oxidative stress and agree 
with data from different studies, such as Akca et al. (2013) and Aslan et al. (2006) [14,27].  
The latter reported  that  lymphocyte  DNA  damage  and  oxidative  stress  are  increased  in 
female patients with IDA, and increased oxidative stress seem to be an important factor that 
induces DNA damage in IDA patients [14]. On the contrary, authors such as Díaz-Castro et 
al. (2008) state that IDA neither affects DNA stability nor lipid peroxidation in male Wistar rats 
and suggest there is enough compensatory capacity to keep antioxidant defenses high [42]. 
Groper et al. (2003) found that neither   non-anemic   iron   deficiency   nor   its   treatment   
with   daily   oral   iron supplements is associated with oxidative damage in the plasma of 
college-aged females  [43].  
Parallel  data  are  shown  by  Bay  et  al.  (2013)  in relation  to  the antioxidant capability, 
oxidative state and levels of serumal selenium and zinc in patients with ID and pica [28]. All of 
this makes it interesting to approach this controversial point; mostly because ID is one of the 
main pathological processes in the world. Hence, the data here presented would endorse in this 
ID model and future research: i) the role of the oxidative damage in the pathogenesis of this 
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process; and, ii) the participation of agents such as age, and sex in the activity of antioxidant 
enzymes in ID. 
 
  Conclusions 
 
Iron deficiency promotes the presence of oxidative stress mainly in brain in two key stages in 
development at 21 and 56 PND. Oxidative damage affects both sexes; however, in males 
damage is heavier. Blood and liver are the least affected tissues at birth, in virtue to protection 
from SOD and GPx. As from 21 PND, when the synthesis of sexual hormones begins, females 
develop better protection at central level and males at peripheral. 
As from 42 PND, antioxidant defense improves, both central and peripheral in ID subjects. In 
ID males the synthesis of GPx in brain increases, and so does CAT in blood of ID subjects, 
regardless of sex. It is worth mentioning that in ID females as from 56 PND, when their 
reproductive functions begin, central protection from SOD decays and peripheral protection is 
favored, mainly by CAT in blood. On the basis of these observations we elucidate the reason 
for some of the controversial results in the literature in this respect and contribute with 
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La deficiencia de Fe incrementa los niveles de lipoperoxidación y contenido de proteínas 
carboniladas en los órganos evaluados existiendo diferencias significativas entre edad y sexo. 
La actividad enzimática de SOD esta incrementada, es mayor en el grupo Dfe,  disminuye con el 
progreso de la edad y difiere entre sexo. 
Las Enzimas CAT y GPX, se encuentran disminuidas en ambos grupos. 
CAT en sangre compensa el daño dentro del grupo deficiente de Fe, en hembras de 56DPN  y 70 
DPN. 
GPX expresa mayor protección al nacimiento en el grupo deficiente Fe, en sangre sobre los 
machos y en hígado sobre las hembras. 
El órgano con mayor protección es la sangre. 
Las hembras y machos deficiente de Fe, logran compensar el daño oxidativo mediante la 
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